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@ PMMA-Membranen mit Polyethylenglykol-gekoppelten Wirksubstanzen 

(57) Die Erfindung betrifft die Verwendung einer Membran 
aus Polymethylmethacrylat oder einem Po !y methyl m e- 
thacrylat-Mischpolymeren als funktionelles Antidot fur 
Polyethylenglykol-gekoppefte Wirksubstanzen sowie ein 
extrakorporales therapeutisches System, das eine Mem- 
bran aus Polymethylmethacrylat oder einem Polymethyl- 
methacrylat-Mischpolymeren, an die eine physiologich 
wirksame Polyethylenglykol-gekoppelte Substanz gebun- 
den ist, umfaSt. 
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Beschreibung 

Die vorliegende Erfindung betrifft die Verwendung von 
PMMA-Membranen als fiinktionelles Antidot fur Polyethy- 
lenglykolgekoppelte Wirksubstanzen. 

Die Erfindung betrifft ferner extrakorporale therapeuti- 
sche Sy steme, welche eine PMMA-Membran, an die eine 
physiologisch oder pharmakologisch wirksame PEG-gekop- 
pelte Substanz gebunden ist, umfassen. 

Zur Erhohung des Molekulargewichts und damit zur Ver- 
besserung der Pharmakokinetik im Korper werden haufig 
physiologische Wirksubstanzen mit Polyethylenglykol ge- 
koppelt (vgl. z. B. Thrombosis and Maemostasis, 77 (1), 
168-73 (1977), Peptide Research, Vol. 8, No. 2 (1995)). 
Derartige Substanzen finden mittlerweile eine breite thera- 
peutische Anwendung. Bisher stehen fur derartige Substan- 
zen keine wirksamen funktionellen Antidote bzw. die Wir- 
kung neutralisierende Systeme zur Verfugung. 

Zellulare Signal-Substanzen einer gestorten Funktion 
werden bei schweren Erkrankungen sehr haufig in das Blut 
abgegeben, wodurch sich diese zellularen Signalfaktoren an 
jede S telle des Korpers rasch verteilen konnen. Dadurch 
konnen sowohl sinnvolle, haufig aber auch pathologische 
Antworten des Organismus auf derartige Signale entstehen. 
Durch Neutralisierung oder Blockierung dieser pathogeneti- 
schen Faktoren kann eine Krankheit unterbrochen werden, 
bzw. ein Fortschreiten aufgehalten werden, so daB korperei- 
genen Repairmechanismen die Gelegenheit gegeben wird, 
ursachlich einzugreifen. 

lypische Beispiele fur solche Signals toff e sind die zellu- 
laren Boten der endothelialen und zirkulierenden Zellen des 
Blutes wie z. B. GDI, CD6, CD8, CD16, Tumornekrosefak- 



fur PEG- Wirksubstanzen. Diese Membranen werden bevor- 
zugt in einem Kapillardialysator eingesetzt. Ferner betrifft 
die Erfindung ein extrakorporales therapeutisches System, 
umfassend eine Membran aus Polymethylmethacrylat oder 

5 einem Polymethylmethacrylat-Mischpolymeren, an die 
physiologisch wirksame Polyethylenglykol-gekoppelte 
Substanzen (PEG-Substanzen) gebunden sind. 

Uberraschenderweise wurde bei Untersuchungen zur 
Bindungsfahigkeit von Dialysatoren gefunden, daB Dialysa- 

10 toren aus Polymethylmethacrylat bzw. einem Polymethyl- 
methacrylat-Mischpolymeren in der Lage sind, sehr spezi- 
fisch und sehr fest Polyethylenglykol-gekoppelte Strukturen 
zu binden. Es konnte gezeigt werden, daB diese Polyethy- 
lenglykol-PMMA-Bindung die Funktion ali tat der pegylier- 

15 ten Enzyme, Proteine und anderer Reaktanten nicht beein- 
fluBt. Dadurch stehen diese speziellen Bindungspartner dem 
Blut, das extern durch derartig vorbehandelte Dialysatoren 
geleitet wird, fur spezielle Bindungs-, Enzym- oder Ein- 
fangreaktionen zur Verfugung. 

20 Das aufgefundene Prinzip der uberraschenden Bindung 
von PEG-gekoppelten Wirksubstanzen an PMMA-Membra- 
nen laBt nun verschiedene Anwendungsmoglichkeiten zu. 
Zum einen konnen PMMA-Membranen als funktionelles 
Antidot fiir diese Wirksubstanzen eingesetzt werden. Zum 

25 anderen konnen PMMA-Membranen mit PEG-gekoppelten 
Wirksubstanzen beschichtet werden und somit zur in-vivo- 
Plasmareinigung und Plasmabehandlung verwendet wer- 
den. Diese Membranen konnen Bestandteil eines extrakor- 
poralen therapeutischen Systems sein. Ferner konnen PEG- 

30 gekoppelte Wirksubstanzen nach ihrer Reaktion im Organis- 
mus, bevorzugt im Blut, mit Hilfe einer PMMA-Membran 
schonend wieder aus dem Organismus entfernt werden. Da- 
durch konnen insbesondere gefahrlich hohe Blutspiegel von 
PEG-Hirudin antagonisiert werden, aber auch pegylierte 

35 Antikorper oder pegylierte Proteinwirkstoffe, die fiir eine 
definierte Zeit im Blut zur Anwendung kamen, wieder quan- 
titativ entfernt werden (zeitlimitierte Wirkstoff anwendung). 
Weiterhin konnen PMMA-Kapillardialysatoren mittels Po- 
lyethylen-gekoppeltem Hirudin lokal antikoaguliert werden 

40 (die Patienten brauchen dann kein systemisches Antikoagu- 
lans), aber auch durch Coatierung von PMMA-Kapillardia- 
lysatoren mit PEG-Antigenen oder PEG-Antik6rpern bzw. 
PEG- Wirksubstanzen zur spezifischen Interaktion mit toxi- 
schen oder krankheitsauslosenden bzw. krankheitsunterhal- 

45 tenden Blutbestandteilen oder Stoffwechselprodukten befa- 
higt werden. 

Es konnen beliebige PEG-gekoppelte Wirksubstanzen 
eingesetzt werden. Beispiele hierfiir sind insbesondere Pro- 
teine, wie z. B. Enzyme, Antikorper, Antikoagulantien, Tu- 
50 mormarker, Enzyminhibitoren, aber auch jede andere phy- 
siologische Wirksubstanz, die sich mit PEG koppeln laBt. 

So kann beispielsweise an PMMA-gebundenes PEG-Hi- 
rudin auf der Membran Thrombin inaktiviert werden. Mit 
ausreichender Spezifitat und Effektivitat wird von den PEG- 
55 Hirudin-coatierten Oberflachen Thrombin gebunden, so daB 
es nicht mehr fiir Gerinnung saktivierun g s-Mechanism en zur 
Verfugung steht. Dies laBt sich beispielsweise uber eine 
nicht mehr stattfindende Spaltungsreaktion von angebote- 
nem, naturlichem Thrombinsubstrat, dem Fibrinogen, nach- 
60 weisen. Ebenso lassen sich auch synthetische Thrombinin- 
hibitoren auf PMMA binden. 

Eine weitere spezielle Anwendung ist beispielsweise die 
Verwendung pegylierter monoklonaler Antikorper gegen 
den Tumornekrosefaktor (TNF). Der monoklonale Antikor- 
65 per gegen den Tumornekrosefaktor (MAK-195) ist ein Ver- 
suchspraparat der Firma Knoll und wird augenblicklich in 
klinischen Studien bei Schockpatienten auf seine klinische 
Effizienz hin evaluiert. Dieser monoklonale Antikorper laBt 



tor (TNF) etc. 

Auch pathogenetisch bedeutsame, induzierte Proteine wie 
z. B. das Lipoprotein-bindende Protein LBP sind fur die 
Entwicklung von schwersten Komplikationen bei septi- 
schen Schockpatienten verantwortlich. 

Es ware wichtig, derartige Substanzen iiber ein extrakor- 
porales therapeutisches System schonend entfernen zu kon- 
nen, ohne den Organismus mit weiteren Substanzen zu bela- 
sten. Weiterhin ware die Therapie von bestirnmten Erkran- 
kungen mit Hilfe von monoklonalen Antikorpern bzw Frag- 
menten dieser monoklonalen Antikorper vorteilhaft. Augen- 
blicklich ist eine derartige Therapie nur kurzfristig anwend- 
bar, weil die immunkompetenten Zellen des Organismus 
sehr rasch humane Antikorper gegen diese Fremdproteine 
produzieren. Eine lokale Presentation derartiger monoklo- 
naler Antikorper in der Blutzirkulation kann ohne Imrnunre- 
aktivitat lange Zeit zur Neutralisierung von Antigenen im 
Blut verwendet werden. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist daher die Bereit- 
stellung eines universellen und schnell verfugbaren Antidots 
fur PEG-gekoppelte Wirksubstanzen. Das funktionelle An- 
tidot soli schnell und einfach anwendbar, physiologisch ver- 
traglich und kostengiinstig sein. Ferner soli ein gut dosierba- 
. res und kurzfristig anwendbares Antidot fiir Sub stanze n mit 
physiologischer Wirkung bereitgestellt werden. Mit diesem 
Antidot sollen schonend und ohne den Korper zu belasten 
physiologisch aktive, aber unerwunschte Substanzen aus 
dem Blut entfernt werden. Ferner sollen pegylierte Wirksub- 
stanzen in den Organismus eingebracht werden und nach 
Ablaufen einer entsprechenden Reaktion schonend wieder 
aus dem Blut entfernt werden. 

Gelost wird diese Aufgabe erfindungsgemaB durch die 
Verwendung einer Membran aus Polymethylmethacrylat 
oder einem Polymethylmethacrylat-Mischpolymeren zur 
Bindung von Polyethylenglykol-gekoppelten Substanzen 
(PEG-Substanzen), insbesondere als funktionelles Antidot 
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sich problemlos mit PEG koppeln und auf eine entspre- 
chende PMMA-Membran aufbringen. Dadurch ist der mo- 
noklonale Antikorper festphasengebunden und bindet hoch- 
spezifisch an ein Epitop des Tumornekrosefaktors. So kon- 
nen hohe und pathophysiologisch fur den weiteren Verlauf 
einer Schockreaktion schadliche TNF-Spiegel gesenkt wer- 
den. In entsprechender Weise lassen sich monoklonale bzw. 
polyklonale Antikorper gegen Lipopolysaccharid-binden- 
des Protein (LBP) koppeln. Dieses Protein dient dem Trans- 
port bakterieller Stoffwechselprodukte der Lipopolysaccha- 
ride (Endotoxine, Lipid A) im Blut und ihrer Presentation an 
die Zellen. Wird der Spiegel des Lipopolysaccharid-binden- 
den Proteins gesenkt, kann dadurch die Aufnahme von En- 
dotoxinen aus dem Magen-Darm-Kanal, aber auch aus sep- 
tischen Herden vollstandig blockiert werden. 

Weiterhin konnen beispielsweise pegylierte Enzyme auf 
die Membranen aufgebracht werden, und damit lassen sich 
dann pathogene Strukturen, z. B. von Cholesterin und hoch- 
molekularen Lipoproteinen und anderen pathogenetisch be- 
deutsamen Blutbestandteilen, in inaktive Metabolite gezielt 
spalten. 

Ferner ist es beispielsweise auch moglich, spezifische hu- 
mane y-Globulinfraktionen zu pegylieren und auf die 
PMMA-Membran zu coatieren, um Bakterien bzw. Viren di- 
rekt zu hemmen und iiber das temporare extrakorporale the- 
rapeutische System aus dem Organismus zu entfernen. 

Ferner konnen auch Inhibitoren fur aktivierte Gerin- 
nungsfaktoren, z. B. der rekombinante TFPI, ein natiirlicher 
Inhibitor des Paktor VH-Tissuefaktor-Komplexes, des wich- 
tigsten Startmechanismus der Blutgerinnung, eingesetzt 
werden. Diese konnen in entsprechend pegylierter Form auf 
der Membran gebunden werden, um damit die Blutgerin- 
nung in den ersten Aktivierungsmechanismen vollstandig zu 
hemmen, ohne dabei das normale Gerinnungspotential des 
Organismus zu beeinflussen. Prinzipiell laBt sich jede patho- 
logische GroBe des Organismus, die zu ihrer Signalubertra- 
gung den Blutweg beniitzt, durch ein derartiges extrakorpo- 
rales therapeutisches System modifizieren. 

Die Bindungsfahigkeit derartiger oberflachendotierter 
Kapillardialysatoren ist erstaunlich groB, es konnen bis zu 
1 g pegylierte Strukturen auf 1 m 2 Oberflache gebunden 
werden. Mit Hilfe von Auswaschversuchen konnte zwei- 
felsfrei belegt werden, daB die physikochemisch erklarbare 
Verbindung zwischen dem pegylierten Protein und der 
PMMA-Membran sehr stabil ist und ein Ablosen von der 
Membran sowohl durch Kochsalzspiilung als auch bei Spii- 
len mit Plasma bzw. mit Vollblut nicht moglich ist. 

Aus der molekularen Immunologie ist eine Reihe spezifi- 
scher Tumorantigene an Zelloberflachen von Tumorzellen 
bekannt, fur die zu diagnostischen Zwecken auch entspre- 
chende Antikorper fiir in-vitro-Untersuchungen zur Verfii- 
gung stehen. Deren FremdeiweiBstrukturen verbieten je- 
doch eine Anwendung beim Patienten. ErfindungsgemaB 
konnen nun diese Antikorper, an PEG-Linker an der Ober- 
flache einer PMMA-Membran gebunden, eine spezifische 
Interaktion mit Tumorzellen des Blutes eingehen und diese 
ahnlich der Hamofiltration spezifisch aus der Zirkulation 
entfernen. Damit wird erstmalig eine Anordnung bereitge- 
stellt, in der mit vorhandenem Oberflachenmaterial, das bio- 
vertraglich und zugelassen ist, eine spezifische Interaktion 
im Blut zwischen Zellen bzw. Zellanteilen des Organismus 
und festphasengebundenen spezifischen Gegenspielem 
moglich ist. 

Dieses Prinzip laBt sich auf viele weitere therapeutische 
Anwendungen, insbesondere auf die in-vivo-Plasmareini- 
gung, anwenden. Beispielsweise konnen Ultrafiltrations- 
membranen vom Typ PMMA, auf denen spezielle PEG-ge- 
-koppelte-Enzyme-angebracht-sind,-zur_Entgiftung_bei_niej^_ 



renkranken Patienten eingesetzt werden. Ferner konnen 
durch Aufbringen von PEG-gekoppelter Urease auf 
PMMA-Membranen erhohte Harnstoffwerte im Blut abge- 
baut werden oder durch Aufbringen PEG-gekoppelter Krea- 

5 tinin metabolisierender Enzyme eine Senkung weiterer 
harnpflichtiger Stickstoffprodukte veranlaBt werden. 

Es konnen alle Membranen aus Polymethylmethacrylat 
oder einem Polymethylmethacrylat-Mischpolymeren einge- 
setzt werden, die biologisch vertraglich sind. Es konnen Mi- 

10 schungen aus beliebigen Anteilen Polymethylmethacrylat 
und einem oder mehreren weiteren Polymerkomponenten 
angewendet werden, beispielsweise mit Polyacrylnitril, 
Polycarbonat oder Polysulfon. Beispiele fur Mischungen 
sind Polymethylmethacrylat + Polyacrylnitril, Polymethyl- 

15 methacrylat + Polyacrylnitril + Methacrylat, Polymethylme- 
thacrylat + Polyacrylnitril + Methallylsulfonat, Polymethyl- 
methacrylat + Polyethylenpoly vinylalkohol, Polymethylme- 
thacrylat + Poly amid, Polymethylmethacrylat + Polysulfon. 
Bevorzugt betragt der Anteil an Polymethylmethacrylat in 

20 den Mischpoly meren mindestens 20% . Diese Mischpoly me- 
ren konnen nach auf dem Fachgebiet bekannten Verfahren 
hergestellt werden. Bevorzugt wird bei dem erfindungsge- 
maBen Verfahren eine Polymemylmethacrylatmembran ver- 
wendet. 

25 Die benutzten PMMA-Membranen werden in Kapillar- 
dialysatoren verwendet. Der alleinige Hersteller von 
PMMA-Kapillardialysatoren ist die Firma Toray, Japan. Vor 
ihrer Anwendung am Menschen werden die Kapillardialy sa- 
tormodule sowohl auf der Dialysatseite als auch auf der 

30 Blutseite intensiv gespiilt, auf der Blutseite mit physiologi- 
scher Kochsalzlosung, auf der Dialysatseite mit Dialysat- 
flussigkeit (Salzlosung), um toxische Produkte und Substan- 
zen, die wahrend des Produktionsprozesses mit dem System 
in Kontakt gekommen sind, aus dem Kapillardialy sator her- 

35 auszuspulen. Am Ende dieses kontinuierlichen Spulvor- 
gangs, bei dem die Spulfliissigkeit auf beiden Seiten verwor- 
fen wird, wird fur die Vorbereitung des externen therapeuti- 
schen Systems die Dialysatseite durch Blindstopfen ver- 
schlossen; auf der Blutseite wird eine Rezirkulation ange- 

40 schaltet, wobei in der Vorlage von etwa 200 ml die pegy- 
lierte Auftragungssubstanz gelost ist. Durch einen einfachen 
Rezyklisierungsvorgang, bei dem an dem Ausgang des Dia- 
lysators iiber eine Rollerpumpe die Losung in das Losungs- 
reservoir zurtickgepumpt wird, wird die Membran innerhalb 

45 von 5-10 min mit der pegylierten Substanz coatiert. Die 
PMMA-Membranen nehmen unabhangig von ihrem Cutoff 
(MaBzahl fur die GroBe der Poren in der Membran) bis zu 
200 mg der aufzutragenden Substanz (= 1 g der pegylierten 
Wirksubstanz) pro m Kapillaroberflache auf. Es ist wichtig, 

50 daB die entsprechenden Bindungsstellen auf der PMMA- 
Membran vollstandig von den pegylierten Wirksubstanzen 
besetzt sind. Falls nur geringere Mengen dieser Wirksub- 
stanzen aufgebracht werden, sollte man am Ende des Spiil- 
prozesses eine Nachspulung mit PEG- Kochsalzlosung 

55 nachlaufen lassen, um alle PEG-Bindungsstellen der Mem- 
bran abzusattigen, Dadurch ist gewahrleistet, daB eine zu- 
satzliche Coaticrang mit Plasmaproteinen des Blutes an den 
Bindungsstellen nicht mehr auftritt und damit keine Interak- 
tion zwischen Plasmaproteinen und den prasentierten Wirk- 

60 substanzen zustandekornmt (Priming). 

Die Kopplung von Polyethylenglykol an Wirksubstanzen 
erfolgt nach an sich bekannten Verfahren, beispielsweise ge- 
maB Miron, T. und Wilchek, M.: Bioconjugate Chem. 1993, 
4, 568-69 u. a. Das Prinzip der Kopplung von Polyethylen- 

65 glykol-monoaliphatischen Ketten mit Proteinen ist derart, 
daB die Proteine sowohl basische als auch saure Aminosau- 
rereste in groBer Zahl an der Oberflache prasentieren (ali- 

phatische Proteine). Die Kopplung wird dann durch eine 
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Kondensationsreaktion vollzogen, indem Amino-PEG-Ket- 
ten oder Hydroxy-PEG-Ketten geeigneter Kettenlange 
durch eine chemische Kondensationsreaktion an die Prote- 
ine gebunden werden. 

Obwohl das molekulare Prinzip der Bindung von Poly- 
ethylenglykol auf der Polymethylmethacrylatmembran bis- 
her noch nicht untersucht ist, wird folgender hypothetischer 
Bindungsmechanismus vorgeschlagen, der jedoch die Erfln- 
dung in keiner Weise beschranken soil. Der ketonisch ge- 
bundene Sauerstoff an den PMMA-Ketten ist aufgrund der 
Ladungsverteilung in den Methylknoten der Kohlenwasser- 
stoffkettenstrukturen stark negativ geladen. Dieser Sauer- 
stoff kann also entsprechende elektrostatische Interaktionen 
mit der Polyethylenglykolkette herstellen. Die Interaktionen 
sind dergestalt, daB der Sauerstoff des Polyethylenglykols 
durch die C-C-Konflguration leicht elektronenpositiv gela- 
den ist. Es kommt mit groBer Wahrscheinlichkeit zu einer 
Interaktion zwischen diesen beiden unterschiedlich gelade- 
nen Sauerstoff spezies im PMMA und PEG, so daB die PEG- 
Kette uber eine gewisse Strecke von mehreren 
C-C-O-C-C-O-Kettengliedern an die PMMA-Oberflache 
gebunden wird. Derselbe Bindungsmechanismus an diesem 
negativ geladenen ketonischen Sauerstoff des PMMA ist fur 
die basale, geringe Proteinbindung dieser Membran eben- 
falls verantwortlich. 

Das erfindungsgemaB aufgefundene Prinzip der Bindung 
von PEG-gekoppelten Substanzen an PMMA-Membranen 
bzw. Membranen aus PMMA-Mischpolymeren kann nun 
zur Herstellung von Kapillardialysatoren genutzt werden. 
Dadurch lassen sich PEG-gekoppelte Strukturen, die fur 
eine limitierte Zeit zur Therapie beim Menschen eingesetzt 
werden, quantitativ aus dem Organismus entferne.n P s i st 



net erwiesen. Es handelt sich um ein Hirudin, bei dem das 
Molekulargewicht durch zwei 5000-D-Polyethylenglykol- 
Ketten vergroBert ist. Dadurch ist eine bis zu 4-5 mal gro- 
Bere Stoffmenge im Organismus und eine noch starkere ver- 
5 langerte Plasmaverweilzeit des Hirudins gegeben. 

Die Moglichkeiten, dieses PEG-Hirudin bei Uberdosie- 
rungen oder toxischen Blut spiegeln zu antagonisieren, stellt 
sich als schwierig heraus. Zwar ist fur das PEG-Hirudin 
ebenfalls das universelle Antidotprinzip gegen Hirudine und 
10 gegen synthetische Thrombin-Inhibitoren wie oben be- 
schrieben verwendbar, aber eine generelle Dialysierbarkeit 
von PEG-Hirudin ist nicht gegeben. Selbst Hamofiltrations- 
systeme mit extrem groBem Cutoff werden von PEG-Hiru- 
din nicht passiert. Dementsprechend ist bisher eine schnell 
15 verftigbare funktionelle Antidotformulierung nicht moglich. 
Beim Vergleich zwischen rekombinantem Hirudin und 
PEG-molekulargewichtsvergroBertem Hirudin bei entspre- 
chenden in-vitro-, aber auch in-vivo-Zirkulationen durch 
PMMA-Membranen wurde ein ganzlich unterschiedliches 
20 Verhalten festgestellt. Wahrend natives oder rekombinantes 
Hirudin sehr rasch von der Blutseite in die Dialysatseite 
ubertritt und aus der Zirkulation verschwindet, verhalt sich 
PEG-Hirudin ganzlich anders. Es wurde nachgewiesen, daB 
bei einem Kapillardialysator-Rezirkulationsmodell nach 
25 kurzer Zeit sowohl auf der Blut- als auch auf der Dialysat- 
seite kein PEG-Hirudin in freier Form mehr vorkommt, ob- 
wohl relativ hohe Mengen von PEG-Hirudin auf der Blut- 
seite entweder in antikoaguliertes Rinderblut oder auch in 
EiweiGkochsalzlosung appliziert wurden. Damit wurde 
30 nachgewiesen, daB in diesem Rezirkulationsmodell PEG- 
Hirudin mit hoher Geschwindigkeit aus Vollblut, Plasma 



moglich, daB man fur eine gewisse Zeit groBmolekulare, mit 
PEG-Ketten versehene Wirkstoffe in den Organismus instil- 
liert und, nachdem dort eine in-vivo-Reaktion mit Antige- 35 
nen, Antikorpern etc. stattgefunden hat, diese dann iiber die- 
sen erfindungsgemaBen Bindungsmechanismus aus dem Or- 
ganismus durch eine Behandlung in einem extrakorporalen 
therapeutischen System, welches eine entsprechende Mem- 
bran enthalt, entfernt. Ebenso konnen mit einem groBen 40 
PEG-Molekul versehene monoklonale Antikorper einem 
Organismus zugesetzt werden und dann mit Hilfe eines ent- 
sprechenden Dialysators wieder aus dem Organismus ent- 
fernt werden. 

Die Erfindung wird nun anhand von Polyethylenglykol- 45 
gekoppeltem Hirudin naher erlautert. 

Hirudin stellt in der rekombinanten, naturidentischen 
Form ein hochspezifisches und effektives antithromboti- 
sches Prinzip dar, welches in den nachsten Jahren fur die 
suffiziente Therapie thromboembolischer Erkrankungen 5u 
und deren Folgezustande zunehmendes Interesse gewinnen 
wird. 

Erste klinische Untersuchungen bis hin zu groBen Phase 
m-Studien haben die Effektivitat dieser neuartigen, thera- 
peudsch wertvollen Substanz bewiesen. 55 
. _ JRekQmbinantes_HjrA3din.kann-naturKch-auch-zu4ntox^ 
tionen fiihren, entweder durch die Art des durchgefuhrten 
Therapieschemas, durch Uberdosierung oder durch objek- 
tive Eliminationsschwierigkeiten, die durch plotzliche oder 
passagere Niereninsuffizienzen gegeben sind. 60 

Fur die Entfernung von Hirudin aus dem Organismus ste- 
hen augenblicklich in der klinischen Medizin zwei Wege of- 
fen, namlich die Applikation eines Antidots (vgL die deut- 
schen Patentschriften P 42 03 965.7 und 196 25 642.9), so- 
wie die rasche Entfernung des Hirudins mittels High-Flux- 65 
Dialysemembranen. 

In der Klinik hat sich vor allem ein groBmolekulares De- 
rivat des Hirudins fur die praktische Anwendung als geeig- 



oder albuminischer Rczirkulationslo s ung auf der PMMA- 
Membranoberflache fest gebunden wird. Ein Versuch, nach 
Entfernung der untersuchten Zirkulationslosung mit Hilfe 
von Kochsalzlosungen ein Ausbluten bzw. Auswaschen des 
PEG-Hirudins von der Membran zu erreichen, war nicht 
moglich; die Bindung envies sich durchaus als stabil und 
fest. 

Aus diesen Untersuchungen ergibt sich eindeutig, daB da- 
mit ein funktionelles Antidotprinzip fur PEG-Hirudin mog- 
lich ist. Derartige Dialysatoren konnen auf verschiedene 
Weise genutzt werden: 

Man kann beispi els weise einen PMMA-Dialysator an eine 
normale Dialyse-Einheit anschlieBen und als funktionelles 
Antidotprinzip fur PEG-Hirudin bei entsprechenden klini- 
schen Einsatzen verwenden, oder man kann auch mit einfa- 
chen Hamofiltradonspumpsystemen, wie sie in derlntensiv- 
medizin zur kontinuierlichen Hamoperfusion angewendet 
werden (siehe Beispiel), die PMMA-Dialysatoren betreiben, 
so daB eine relativ problemlose, gering volumenbelastende 
Dialyse des betroffenen Patienten Vorgenommen werden 
kann. Die benotigte Hamofiltradonszeit selbst fur hohe 
Konzentrationen von PEG-Hirudin im Blut ware in diesen 
Fallen mit weniger als 2 h, vorzugsweise 30-45 min, anzu- 
geben. 

-Zurextrakorporaien Thef apie~des^^ ~ 
fektiven Dialyse harnpflichtiger Stoffwechselprodukte wer- 
den moglichst gut biokompatible Membranmaterialien ent- 
wickeit, die uber eine lange Zeit konstante Filterleistungen 
haben. Polymethylmethacrylat (PMMA) bietet eine exzel- 
lente Clearance von mittleren Molekulen und Ultrafiltrad- 
onsleistungen, die durch den Transmembrandruck exakt 
kontroUiert werden konnen. 

Polymethylmethacrylat ist ein Polymerprodukt, das zu 
symmetrischen Hohlmembranen versponnen wird. PMMA 
ist leicht kationisch geladen, mit der Eigenschaft, daB eine 
Reihe von Proteinen des Blutes mit der Membranoberflache 
in Wechselwirkung treten. 
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Die vorliegende Erfindung wird nun anhand der folgen- 
den Beispiele naher erlautert. 



b) Preparation von PEG- modi fiziertem Hirudin-ZAK 
Materialien 



Bei spiel 1 

5 Phosphat-Puffer pH 7,0; 0,05 mol/1 

Herstellung von PEG-modifiziertem Hirudin-Ziegenanti- SC-PEG 

korpern Hirudin-Ziegenantikorper (Hi-ZAK) 



1) Praparation von SC-PEG 

Methode nach Talia Miron und Meir Wilchek (Lit. : Bio- 
conjugate Chem. 1993,4, 568-569). 

Materialien 

Aceton: wasserfrei 
Diethylether: wasserfrei 
1,4-Dioxan: wasserfrei 
Molekularsieb: 4A, Perlen 8-12 mesh 
Phosphat-Puffer: 0,05 mol/1 ; pH 7,0 
Polyethylenglykol 6000: MG 5000-7000; 1 mmol 
N,N'-Disuccininiidylcarbonat: 5 mmol 
4-(Dimethylarnino)pyridin: 5 mmol 

Ausfuhrung 

In 25 ml wasserfreiem Dioxan (uber Molekularsieb) wer- 
den 1 mmol PEG im heiBen Wasserbad gelost. Nach Abkiih- 
lung auf Raumtemperatur wird das N,N'-Disuccinimidylcar- 
bonat, gelost in 10 ml Aceton, zugegeben. AnschlieBend 
laBt man langsam die 10 ml Aceton mit 5 mmol 4-(Dime- 
thylamino)pyridin unter Riihren zuflieBen. Bei Raumtempe- 
ratur wird die Mischung 6 Stunden aktiviert (Magnetruhr- 
werk). Das aktivierte PEG wird aus dieser Losung direkt mit 
Diethylether gefallt. Durch eine G3-Fritte wird der volumi- 
nose weiBe Niederschlag abgesaugt. Die vollige Entfernung 
des Ethers erfolgt im evakuierten Exsiccator. Aufbewah- 
rung: trocken bei 4°C. 

Effizienz 
85% (bezogen auf PEG) 

2) Kopplung von SC-PEG mit Protein 
a) Praparation von PEG-modifiziertem Hirudin 
Materialien 

Borat-Puffer pH 9,5 
Phosphat-Puffer pH 7,0; 0,05 mol/1 
Hirudin; rekombinant 
SC-PEG 

Ausfuhrung 

150 mg PEG und 27 rng Hirudin wurden zusammen in 
25 ml Borat-Puffer gelost und 3 Stunden bei 4°C unter Ruh- 
ren inkubiert. Ungebundenes PEG und Hirudin werden 
durch Ultrafiltration (AMICON; Membran YM 10) mit dem 
6- bis lOfachen Volumcn Phosphat-Puffer entfemt. Das Re- 
tentat wird lyophilisiert und im Exsiccator bei 4°C aufbe- 
wahrt. Die einzelnen Praparationsschritte wurden durch 
SDS-PAGE, Gerinnungsteste (ECT), PEG-Bestimmung und 
Tierversuch belegt. 



to 



15 



20 



Ausfuhrung 

500 mg PEG werden in 20 ml Hi-ZAK (in Phosphat-Puf- 
fer vorliegend) gelost und 48 Stunden bei 4°C unter Ruhren 
inkubiert. Ungebundenes PEG und Hi-ZAK werden durch 
Ultrafiltration (AMICON; Membran YM 10) mit dem 6- bis 
lOfachen Volumen Phosphat-Puffer entfernt. Die Aufbe- 
wahrung des Praparats erfolgte als Losung bei 4°C. 

Diese PEG-modifizierten Hirudin-Ziegenantikorper kon- 
nen auf eine PMMA-Membran aufgebracht werden, und da- 
mit lassen sich bei Verwendung in einem extrakorporalen 
therapeutischen System schonend hohe Hirudinspiegel im 
Blut senken. 



Beispiel 2 

25 "Dialyse" von PEG-Hirudin 

In dem folgenden Versuchsbeispiel soil die Effizienz der 
Entfernung von PEG-Hirudin aus dem Blut dargestellt wer- 
den, Zu diesem Zweck wird 250 bzw. 300 ml Rindervollblut 

30 mit 36 ug/ml PEG-Hirudin antikoaguliert und in entspre- 
chend aufbereitete und fur die Anwendung zur Verfugung 
stehende PMMA-Dialyse-Rezirkulationssysteme einge- 
bracht. Zu diesem Rezirkulationsmodell wird folgender Ver- 
suchsaufbau benutzt: 

35 Eine Hamodialyse-Einheit vom Typ Fresenius A2008C wird 
zur Vorspiilung der Blut- und Dialysatseite der Dialysatoren 
benutzt. Die PMMA-Dialysatoren werden nach der Vor- 
schrift des Herstellers fur die Dialyse vorbereitet. Am Ende 
der Vorspiilung der PMMA-Dialysemembran wird der Zu- 

40 und AbfluB der Dialysatseite mit Schlauchklemmen total 
verschlossen, so daB kein Wechsel der Dialysatfliissigkeit 
wahrend des Versuchs vorgenommen werden kann. Die an 
der Dialyse-Einheit vorhandene Schlauchpumpe wird mit 
einem VorratsgefaB und mit der arteriovenosen Seite ver- 

45 bunden. In das silikonisierte Glas- VorratsgefaB wird das ab- 
genommene und PEG- Hirudin- antikoagulierte Rinderblut 
eingefullt und unmittelbar danach mit der Rezirkulation der 
Blutseite begonnen. In kurzen Abstanden werden Proben 
aus dem Blutreservoir entnommen und mit Hilfe der Ecarin- 

50 Gerinnungszeit (vgl, deutsche Patentanmeldung P 42 03 
965.7) die Hirudinkonzentration im Rezirkulationssystem 
gemessen. Wie aus Fig, 1 hervorgeht, kommt es mit dem 
Beginn der Zirkulation der PMMA-Membran zu einem ra- 
schen Abfall der Hirudinkonzentration im Blut, innerhalb 

55 der ersten 40 Minuten. 

Die Fig. 2 zeigt die Oberflachenbindung von PEG-NA- 
PAP (NAPAP = p-Naphthylsulfonyl-Gly-D,L-4-amidino- 
phenylalaninpiperidin). Die Fig. 3 zeigt die Thrombinbin- 
dung an NAPAP PEGl0 ooo-beladenen PMMA-Membran-Dia- 

60 lysator. 

Aus den hier dargestellten PEG-Hirudinkonzentrationen 
auf der Blut- und Dialysatseite ist erkennbar, daB auf beiden 
Seiten des Rezirkulationssystems kein meBbares PEG-Hiru- 
din mehr vorhanden ist. 

65 Zu Vergleichszwecken ist das Verhalten von rekombinan- 
tem Hirudin bei Verwendung von PMMA-Dialysatoren dar- 
gestellt. Es wurde mit 30-50 ug/ml r- Hirudin antikoagulier- 

tes Rinderblut verwendet. Aus der Abbildung ist ersichtlich, 
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daB es ebenfalls zu einer Verminderung der Hirudinkonzen- 
tration auf der Blutseite komrnt, die aber sehr rasch in einen 
steady-state hinubergeht. Bei der Untersuchung nach der 
zweistiindigen Hamodialyse sind im Dialysatraum entspre- 
chend hohe Konzentrationen von r-Hirudin wie auf der Blut- 
seite vorhanden, d. h. es kommt zu einem typischen totalen 
r-Hirudin-Konzentrationsausgleich auf beiden Seiten, Eine 
adsorptive Bindung (Verlust von r-Hirudin) ist vernachlas- 
sigbar klein. Aus den hier vorgestellten Untersuchungen 
geht eindeutig hervor, daB PEG- Hirudin mit hoher Spezifitat 
an PMMA-Kapillardialysatoren gebunden wird. Der direkte 
Vergleich mit dem ungebundenen r-Hirudin laBt zweifelsfrei 
den SchluB zu, daB der PEG-Anteil des Hirudins fiir die 
Kopplung an der PMMA-Oberflache verantwortlich ist. 

Bei spiel 3 

Herstellung und Verwendung eines Polyethylenglykol 
(20 O00)-gekoppelten monoklonalen Antikorpers gegen Tu- 
mornekrosefaktor (MAK 195) 

100 mg MAK 195 werden in 50 ml 0,1 -Mol Boratpuffer 
(pH 8) gelost und mit 200 mg Methoxypolyethylenglykol 
(20 000)-4-Nitrophenylcarbonat versetzt und fur 3 h bei 
25 °C inkubiert. Die Kopplungsreaktion wird mit einem 
500fachen molaren UberschuB an TRIS gestoppt, gegen 20 
mMol TRIS-HC1 dialysiert und auf einer HP-Q-Sepharose- 
Saule (Pharmacia) mit einem linearen NaCl-Gradienten 
(von 0-400 mMol NaCl) in 20 mMol TRIS-HC1 (pH 8) auf- 
getragen. Das PEG-MAK 195-Konjugat eluiert etwa bei 
200-250 mMol NaCl. Die Bindungsfahigkeit des monoklo- 
nalen Antikorpers wird a n pWm rfVnmhintantfn h n mnn^n- 
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Beispiel 4 



TNF mit Hilfe eines TNF-ELISA's getestet. Ein Wirkungs- 
verlust des monoklonalen Antikorpers kann nicht festge- 
stellt werden. Der pegylierte monoklonale Antikorper gegen 
TNF wird auf ein experimentelles PMMA-Kapillardialysa- 
tormodul mit 50 cm 2 Oberflache aufgebracht. Die Bin- 
dungsfahigkeit betrug fur 50 cm 2 Oberflache 4 mg, bezogen 
auf den Proteingehalt des PEG-MAK 195. In Human- 
plasma, welches mit TNF (lOOmg/ml) gespikt wurde, lieB 
sich bereits nach 10 min in der Rezirkulationsflussigkeit 
kein Tumornekrosefaktor mehr im Dialysatoreluat feststel- 
len. 

Eine weitere Versuchsserie wurde durchgefiihrt, indem 
50 ml Humanblut PEG-MAK 195 in einer Konzentration 
von 1 mg pro ml zugegeben wurde. Diese PEG-MAK-Blut- 
menge wurde mittels Rezirkulation einem experimentellen 
PMMA-Kapillardialysator von 50 cm 2 Oberflache zuge- 
fiihrt und mittels einer Schlauchpumpe rezyklisiert. Nach 
30 min Perfusion war im vorgelegten Blut kein MAK- Anti- 
korper mehr nachweisbar. Der Nachweis wurde mit Hilfe ei- 
nes TNF-inhibitorischen Assays auf der MeBbasis eines 
TNF-ELISA's durchgefuhrt. Aus diesen beiden Versuchen 
kann zweifelsfrei nachgewiesen werden, daB sich pegylier- 
ter monoklonaler Antikorper, hier der TNF-Antikorper 
_MAK-195-(XnoU),-spezifise^^ 

satorrnembran coatieren laBt. Er ist dort in der Lage, Hu- 
man-TNFa quantitativ zu binden. Im zweiten Versuch 
wurde nachgewiesen, daB ein im Blut vorhandener pegylier- 
ter monoklonaler Antikorper von der PMMA-Membran spe- 
zifisch aus der Zirkulation entfernt wird. Dieser Versuch be- 
weist das "Fischen" eines fur eine begrenzte Zeit im Blut zur 
Anwendung gekommenen pegylierten Wirkstoffs. 



Verwendung eines PEG-gekoppelten Enzyms 

5 Als Modellenzym wird die Urease (EC 3.5. 1 .5., zu bezie- 
hen von Sigma, Best.-Nr. U 1500) verwendet. Herstellung 
eines PEG-gekoppelten Ureasepraparats: 100 mg Urease 
Ciyp HI, spezifische Aktivitat 20 000 bis 30 000 U/g) wer- 
den in 80 ml 0,1-Mol Boratpuffer (pH 8) gelost und mit 
to 250 mg Methoxypolyethylenglykol (25 000)-4-Nitrophe- 
nylcarbonat versetzt und fur 24 h bei 5°C inkubiert. Die Re- 
aktion wird mit einem mehrfach hoheren molaren Uber- 
schuB an TRIS gestoppt, gegen TRIS-HC1 (pH 8) dialysiert 
und in einer HP-Q-Sepharose-Saule mit einem linearen 
15 NaCl-Gradienten (pH 8) entwickelt. Das PEG-Urease-Kon- 
jugat eluiert bei 180 bis 200 mMol NaCl. Die Ausbeute des 
PEG-Urease-Konjugats liegtbei 30-40%. Die Enzymaktivi- 
tat wird mit einem Harnstoff- Assay gemessen. Die Spal- 
tungsaktivitat wird mittels pH-Titration messend verfolgt 
20 und mit nicht konjugierter Urease verglichen. Die Pegy lie- 
rung der Urease hat einen leichten aktivitatserhohenden Ein- 
fluB auf die harnstoffspaltende Aktivitat des Enzyms. Die 
mit 25 kD-Polyethylenglykol gekoppelte Urease wird in ei- 
ner Konzentration von 2 mg (bezogen auf den Proteingehalt 
25 des Konjugats) auf einen miniaturisierten experimentellen 
Kapillardialysator mit 50 cm 2 Oberflache aufgetragen. Be- 
reits nach der ersten Zirkulation sind mehr als 90% der 
Urease oberflachenfixiert. Bis zum funften Rezirkulation s- 
zyklus ist die PEG-Urease fest auf der Oberflache der Mem- 
30 bran installiert. Eine Auswaschung mittels halbstiindiger 
Spiilung mit einer Albumin-Kochsalzlosun g ergab keinen 

Aktivita t sveilust b zw. Auftreten von treier Ureaseaktivitat 

in der Spiilflussigkeit. Auf das Urease- dotierte PMMA-Ka- 
pillardialysator-System wird eine Blutplasmalosung (50 ml 
enthaltend 30 mg Harnstoff) aufgetragen. Im Eluat der ex- 
perimentellen PEG-Urease-PMMA-Membran werden nach 
5, 10, 20 und 30 min die verbliebenen Harnstoffmengen 
mittels eines Enzy mass ays nachgewiesen. Es kann gezeigt 
werden, daB sehr rasch innerhalb der ersten 10 min die 
Harnstoffkonzentration im Blutplasma abfallt. Nach 30 min 
ist freier Harnstoff nicht mehr nachweisbar. Die Ammoniak- 
probe im Blut ist wahrend der letzten 25 min des Versuchs 
positiv. Aus den Untersuchungen kann zweifelsfrei ge- 
schlossen werden, daB ein pegyliertes Enzym, auf die 
PMMA-Membran gebunden, eine lokale Enzymaktivitat 
entfaltet und entsprechende spezifische Interaktionen mit 
seinem Substrat im zirkulierenden Blut erzeugen kann. 

Patentanspruche 

1 . Verwendung einer Membran aus Polymethy Imetha- 
crylat oder einem Polymethylmethacrylat-Mischpoly- 
meren zur Bindung von Polyethylenglykol-gekoppel- 
ten Substanzen (PEG-Substanzen). 

2. Verwendung nach Anspruch 1, jdadurch gekenn- 
zeichriet, daB ~die~Membran der funktionellen Antido- 
tierung einer PEG-gekoppelten Wirksubstanz dient. 

3. Verwendung nach Anspruch 2, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die PEG-gekoppelte Wirkstubstanz ein 
PEG-gekoppeltes Protein ist. 

4. Verwendung nach Anspruch 3, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB das PEG-gekoppelte Protein ein Enzym, 
ein Antikorper, ein Antikoagulans oder ein TYimormar- 
ker ist. 

5. Verwendung nach Anspruch 4, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB das Antikoagulans Hirudin ist. 

6. Verwendung einer Membran nach einem der An- 
spriiche 1 bis 5 in einem Kapillardialysator. 
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7. Extrakorporales therapeutisches System, umfassend ^ 
eine Membran aus Polymethylmethacrylat oder einem 

Polymethylmethacrylat-Mischpolymeren, an die eine 
physiologisch wirksame Polyethylenglykol-gekoppelte 
Substanz (PEG-Substanz) gebunden ist. 5 

8. Extrakorporales therapeutisches System nach An- i 
spruch 7, dadurch gekennzeichnet, daB die physiolo- j 
gisch wirksame Substanz ein Protein ist. 

9. Extrakorporales therapeutisches System nach An- 
spruch 8, dadurch gekennzeichnet, daB das Protein ein 10 
Enzym, ein Antikorper, ein Antikoagulans oder ein Tu- 
mormarker ist. 

10. Extrakorporales therapeutisches System nach An- 
spruch 9, dadurch gekennzeichnet, daB das Antikoagu- 
lans Hirudin ist. 15 
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